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La presente invention se situe dans le domaine des adhesifs 
biologiques, biodegradables et non toxiques destines a un usage 
chirurgical et/ou th^rapeutique. 

D'une maniere plus precise, la presente invention est relative a une 
5 mousse adhesive fluide biocompatible, bioresorbable et non toxique, a 

nc-aga rhiriirgu~al ot/ni i thor-apantir|i iq 

Elle est egalement relative a une telle mousse renfermant des 
substances bioactives liberables en un site d6termine. 

L' invention concerne par ailleurs un proced6 pour Pobtention d'une 
10 telle mousse adhesive, ainsi qu'un kit pour sa preparation. 

Elle concerne encore T utilisation de la mousse adhesive en 
chirurgie et/ou 3 des fins th6rapeutiques, notamment pour la protection de 
plaies et la liaison de tissus biologiques entre eux ou £ un biomat6riau 
implants. 

15 

On connaTt des colles biologiques pouvant adherer aux tissus ou 
les fixer entre eux, en quelques minutes, sans utiliser des agrafes ou des 
sutures. Ces colles s'eliminent, en general apres la cicatrisation de la 
plaie, par biodegradation, resorption ou par simple detachement sous 
20 forme de croutes. 

Differentes technologies ont ete developpees pour la formulation 
d'adhesifs tissulaires. Certains d J entre eux sont d'origine synthetique 
comme les colles a base de cyanoacrylates (2-butyl-cyanoacrylate, 2- 
octylcyanoacrylate) ou de polymeres synthetiques et d'autres contiennent 
25 des materiaux biologiques comme le collagene ou la fibrine. 

D'une maniere g6n6rale, les adhesifs synthetiques sont utilises 
pour Petanchement de vaisseaux ou des poumons ainsi que pour 

« nnllnr » Ipq hnrH^ HMnni^inn.^ niitnnnnr.. I deriv6s biologiqu es adhesifs - 



tels que le collagene et la fibrine possedent en outre des propri6t6s 
30 hemostatiques et agissent 6galement en controlant les saignements. 

Les colles cyanoacrylates se degradent en formant des produits 
toxiques, m§me si les colles r6cemment developpees sont moins nocives. 
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Elles conduisent a des produits cassant apres polymerisation sur le site 
d'application. Elles restent en place 7 a 10 jours et sont eliminees par 
simple detachement, apres cicatrisation. Leur temps de polymerisation est 
peu modulable, inferieur a 1 minute, et ne permet pas une utilisation 

5 souple de ces colles. Elles peuvent aussi facilement couler et, par suite, 

rnllpr Hps tissns p HjarPntfi au site SOUhaite. . 

FOCAL (US 5,844,016) a decrit des adhesifs synthetiques reposant 
sur la polymerisation photochimique d'hydrogel de polyethylene glycol 
(PEG). Leur precede d'utilisation n'est pas pratique. En effet, ils impliquent 

10 une application en plusieurs etapes, sur le site operatoire, de la solution 
contenant Hnitiateur photochimique (Eosine Y), de la solution de 
monomere (derive de PEG et d'acrylate) pouvant renfermer une 
substance biologiquement active, puis I' irradiation avec de la lumiere 
jusqu'a obtenir un gel solide transparent et adherent, apres 40 a 60 

15 secondes. Ce type d'adhesif necessite ainsi ^application de plusieurs 
solutions qui, en raison de leur fluidite, peuvent facilement se repandre sur 
des sites adjacents au site cible. 

Ces adhesifs ont aussi ete decrits pour la delivrance ciblee de 
substances biologiquement actives (Vascular endothelial growth factor 

20 [VEGF], endothelial cell growth factor [ECGF], basic fibroblast growth 
factor [bFGF], bone morphogenic protein [BMP] ...) contenues dans leur 
reseau microparticulaire (FOCAL US 5 879 713). 

BARD (WO 97/42986) a decrit un adhesif similaire a celui de 
FOCAL precite, pour lequel la polymerisation est induite par les u.v. 

25 COHESION TECHNOLOGIES (US 5,874,500 ; US 5,744,545 ; US 

5,550,187) a egalement decrit des colles liquides a base de PEG active 
(ex. PEG comportant des groupes succinimidyles et maleimidyles) qui 
po l vm 6 ri s ent apres -une-simpl e appli ca tion s ur le s itft c i hle ri'applinatioru-en- 



un temps variable. Ces colles sont potentiellement toxiques et presentent 
30 I' inconvenient d'§tre fluides empechant une application precise sur le site 
d' intervention. 



m 
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CRYOLIFE a developpe un autre type d'adh6sif, a base d'un 
melange d'albumine bovine et de glutaraldehyde. Outre les effets toxiques 
connus de cet agent reticulant, cet adh§sif pr6sente egalement les 
problemes de fluidite pr6cit6s. 
5 Les colles de fibrine, melange de fibrinogene concentre et de 

thrnmhinf^ rr^nt imp matrix flhrinp qui ggt l^nt^m^nt rfpgraHgg par Ifi 

systeme fibrinolytique endogene. Avant polymerisation, elles sont tres 
fluides et, peuvent facilement couler, meme si leur temps de reaction est 
ajustable en jouant sur la quantite totale de thrombine. Elles peuvent 

10 liberer des substances biologiques actives (ex. Zarge et coll., J. Surg. 
Res., 1997, 67, 4-8 ; Greisier et coll., Surgery, 1992, 112, 244-255 ; Gray 
et coll., Surg. Forum, 1993, 44, 394-396 ; Clinica, 1999, 848, 18). 

Des dispositifs associant les colles de fibrine £ des liposomes ont 
aussi ete decrits (US 5,651 ,982). 

15 Les colles de fibrines peuvent etre vaporisees sur le site 

d'application, a I'aide d J un spray, et former un film de coagulum ecumeux 
(US 5,607,694 ; WO 97/33646). 

Des dispositifs complexes associant une proteine polymere de 
synthase a un agent de reticulation ont ete proposes comme adhesifs 

20 biologiques (US 5,817,303). 

Enfin, plusieurs adhesifs a base de collagene ou de gelatine ont et6 
decrits dans la litterature. Tres tot, la gelatine a ete associee au resorcinol 
et au formaldehyde ou au glutaraldehyde pour conduire a un adhesif 
presentant egalement des proprietes h6mostatiques (Tatooles et coll., 

25 Surgery, 1966, 60, 857-861 ; Braunwald et coll., Surgery, 1966, 59, 1024- 
1030 ; Guilmet et coll., J. Thorac. Cardiovasc. Surg., 1979, 77, 516-521). 
Avec ce type d'adh^sif, il y a n6anmoins un risque de relargage de 
fnrmnlHfthyrin nn rte Qiiitnmlrinhyd e a roriaine de reactions toxiques ,- 
entraTnant des necroses tissulaires, ou des reactions moins severes, 

30 conduisant a une mauvaise cicatrisation ou a son ralentissement. 

Dans certaines formulations, le collagene est etroitement associ§ a 
de la thrombine (CoStasis de Cohesion technol. et Flo-Seal de Fusion). 
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Pour des applications en chirurgie, il peut etre egalement modifie 
chimiquement avec des agents d'acylation ou de sulfonation pour que le 
collagene, ainsi transforms, puisse polymeriser sur le site ^application, en 
presence ou non d'un initiateur (US 5,874,537 ; WO 97/42986). 

5 Un adhesif obtenu a partir de collagene chauffe et, comme agent 

de reticulation, un polvaldehvde macromoleculaire biode gradable a 
egalement ete decrit (FR 2,754,267 ; FR 2,754,268). 

Les colles a usage chirurgical et/ou therapeutique, decrites dans la 
litterature, se presentent essentiellement sous forme liquide. 

io Un materiau lyophilise non injectable, comprenant entre autres les 

elements de la colle de fibrine (thrombine et fibrinogene) et du collagene a 
ete decrit, dans la litterature, comme un hemostatique efficace et un 
adhesif (Nishida et coll., Geka Shinryo [Surgical Diagnosis Treatment], 
1994, 36, 1449-1459 ; Ochiai et coll., Sanpujinka no Jissai [Obstetric and 

15 Gynecologic Practice], 1995, 44, 253-262 ; Schelling et coll., Ann. Surg., 
1987, 205, 432-435; Shimamura et coll., The Clinical Report, 1994, 28, 
2994-2507). 

Certains adhesifs ont egalement ete proposes sous forme de spray 
pour permettre une application plus homogene et plus discrete sur une 
20 surface importante. Cependant, I' utilisation de spray presente des 
inconvenients dont : 

i) I'apport de quantites non negligeables de dioxyde de carbone ou 
d'autres gaz, entramant des risques de surpression dangereuse et 
pouvant se reveler toxique pour des applications en chirurgie non 

25 invasive, 

ii) le deplacement important du melange adhesif sur le site de dep6t 
par le gaz propulseur de Tapplicateur, 

iii) le devBloope ment d'un applicateur special pour spray. 



augmentant sensiblement le prix de revient du dispositif adhesif et 
30 pouvant necessiter un environnement plus complexe, notamment a cause 
de la connexion du dispositif a une source de gaz propulseur. 



L'invention a pour objectif de fournir un adhesif ne presentant pas 
les inconvenients majeurs evoques precedemment, en particulier, risques 
de toxicity, difficultes d'application notamment dues a la fluidite, a une 
application en plusieurs etapes et au temps de reactivite des composants, 
5 emploi de gaz propulseurs (spray), etc... 

I 'invention a ainsi pnnr nhjftrtif dfi fnnrnir un adhesif qui soit fluide 

et eventuellement injectable, biocompatible, bioresorbable et non toxique, 
adapte a un usage chirurgical et / ou therapeutique, stable dans le temps 
et pouvant etre conserve dans des conditions relativement simples. 
10 Uinvention a aussi pour objectif de fournir un tel adhesif pour la 

liaison de tissus biologiques, y compris des tissus vivants, entre eux ou 
avec un biomateriau implante ou encore pour le comblement de cavites 
tissulaires ou la protection de plaies tissulaires. 

L'invention a egalement pour objectif de fournir un tel adhesif sous 
15 forme prete a Femploi, d'utilisation simple et pratique, notamment 
injectable a Taide de catheters ou canules. 

Un autre objectif de r invention est de fournir un adhesif dont la 
structure facilite la colonisation tissulaire. 

Un autre objectif est de fournir un adh6sif dont la biodegradabilite 
20 est controlable dans le temps, apres application. 

Un autre objectif de Tinvention est de fournir un adhesif pouvant 
contenir des substances biologiquement actives. 

La presente invention a par ailleurs pour objectif de procurer un 
precede pour la preparation d'un tel adhesif, qui soit facile a mettre en 
25 oeuvre et sans danger pour Torganisme receveur. 

Uinvention a en outre pour objectif de fournir des kits permettant 
une preparation simple et rapide d'un tel adh6sif. 

Ces ob i ectifs a i ns i que d'a u tres q u i re ss ortiront d & i« HAgcription 
donnee ci-apres, sont atteints ^ Taide d'une mousse adhesive fluide 
30 biocompatible, bioresorbable et non toxique, 3 usage chirurgical et/ou 
therapeutique, notamment pour la liaison de tissus biologiques entre eux 
ou a un biomateriau implante et la cicatrisation de plaies tissulaires, 
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caracterisee en ce qu'elle comprend une matrice adhesive fluide 
biocompatible, bioresorbable et non toxique renfermant un gaz ou un 
melange de gaz biocompatible et non toxique. 

[.•invention a egalement pour objet un precede pour la preparation 
5 d'une mousse adhesive telle que precitee, caracterise en ce qu'il 

uui ii piend le fait do mclongor octomporanomont, n> manierp hnmng^nR 

un gaz ou un melange de gaz biocompatibles et non toxiques avec un 
materiau fluide de matrice adhesive biocompatible, bioresorbable et non 
toxique, ou avec un des constituants de base d'un tel materiau solubilis6 

10 en milieu aqueux. 

L'invention a aussi pour objet un kit pour la preparation d'une telle 
mousse adhesive, caracterise en ce qu'il comprend des composants pour 
former une matrice fluide adhesive biocompatible, bioresorbable et non 
toxique, un gaz ou un melange de gaz biocompatibles et non toxiques, et 

is des moyens pour melanger extemporanement ledit gaz ou melange de 
gaz avec lesdits constituants pour former la matrice adhesive, le ou les 
constituants de base etant solubilises en milieu aqueux. 

Les inventeurs ont mis en evidence, de maniere surprenante, que 
I'on pouvait preparer des mousses fluides et adhesives, en incorporant 

20 extemporanement un gaz ou un melange de gaz dans des 'colles' 
biologiques, pour obtenir des mousses pretes a I'emploi, applicables 
notamment par injection, en utilisant differents dispositifs, tels que des 

canules ou des catheters. 

Les inventeurs ont montre, de maniere tout a fait inattendue, que de 
25 telles mousses presentent des proprietes adhesives, notamment sur des 

tissus biologiques, y compris des tissus vivants. comparables aux 'colles' 

biologiques sous forme liquide, tout en etant plus elastiques et sont 
p^oitoinoTTt^otordrocnjiii r u i u diiiu n r r r ^jpur fllrn prnvrnt mnnnrvftf- 

leurs proprietes adhesives jusqu'a leur complete degradation, 
so lis ont egalement decouvert que de telles mousses presentent des 

caracteristiques imprevues de colonisation rapide et efficace par des 

cellules de I'organisme receveur. 



lis ont egalement decouvert, de maniere tout autant imprevue, que 
de telles mousses adhesives pouvaient etre appliquees avec une grande 
precision sur des tissus biologiques, pour leur liaison entre eux ou ci un 
biomateriau implante presentant des fonctions r6actives vis-a-vis de la 
5 matrice adhesive, sans connaTtre les problemes de coulure, 
Mablluellei i iyi i l. ibniuunU6b dvm les voil e s b iol ogiqu e s l i quid e s ou l oo 
risques de dispersion des colles par les gaz propulseurs des spray. Les 
depots de ces mousses adhesives sur les tissus sont en outre plus faciles 
a visualiser grace a leur texture microporeuse particuliere et a leur 

10 opacity, caracteres se differencial tres sensiblement des colles liquides 
habituelles et des tissus humains ou animaux. 

lis ont 6galement montre que certaines formulations de ces 
mousses perdent leur caractere 'collant' sur leur surface externe, apres 
polymerisation des agents adhesifs, permettant une application selective 

15 et precise de ces mousses sur les tissus cibles sans coller des tissus non 
d6sires. 

lis ont egalement decouvert que Ton peut facilement incorporer £ 
ces mousses adhesives des substances biologiquement actives, 
eventuellement associees a un vehicule les protegeant au moins 
20 partiellement de modifications chimiques, potentiellement causees par les 
agents de polymerisation. 

La presente invention va etre decrite plus en detail ci-apr§s. 

Selon Nnvention, par « matrice adhesive », on entend un reseau 
form6 d'un ou plusieurs composants presentant des proprietes adh6sives 
25 et qui sont non toxiques, biocompatibles et biod§gradables, ledit r6seau 
renfermant un gaz ou un melange de gaz biocompatibles et non toxiques. 

Les proprietes adhesives de la matrice sont generalement acquises 
p a r u n p r ocessus de po l ymerisat i on ot/ou do r6tiuu)aliun sun ul psqs^ 
constituants de base, de preference, initte par un ou plusieurs agent(s) de 
30 polymerisation/reticulation fourni(s) avant la formation de la mousse. 

Par « non toxique », on entend tout produit dont la toxicit6 est 
suffisamment faible pour permettre une utilisation en chirurgie et/ou en 
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therapeutique du corps humain ou animal, quel que soit le site 
d'application, en satisfaisant aux criteres et normes imposes par la 
legislation. 

Par « biodegradable », on entend tout composant susceptible de 
5 disparaTtre par degradation progressive (metabolisation). 

I a matrix aHhogivg ppi it nnrr PRpnnrirft. fill point de vue de sa 

composition chimique, aux adhesifs et colles biologiques connus. 

Elle peut ainsi consister ou comprendre un compose proteique 
(constituant de base), au moins partiellement polymerise/reticule qui est 
9 io non toxique, biocompatible et biodegradable et qui possede des proprietes 

adhesives. 

Le terme « compose proteique » designe une proteine ou un 
melange de proteines, eventuellement chimiquement modifiees, 
notamment par methylation ou succinylation. 

15 L' invention s'etend ainsi aux matrices adhesives obtenues a partir 

d'une composition comprenant, d'une part, un compose proteique 
(constituant de base) polymerisable/reticulable, potentiellement adhesif et, 
d' autre part, un agent de polymerisation/reticulation, par leur melange 
extemporane avant utilisation. 

20 Conformement a I'invention, par « compose proteique 

9 polymerisable/reticulable potentiellement adhesif », on entend tout 

compose proteique tel que defini precedemment capable de developper 
des proprietes adhesives par polymerisation et/ou reticulation sous I'effet 
d'un agent de polymerisation/reticulation. 

25 Selon invention, I'agent de polymerisation/reticulation peut 

comprendre un compose ou un melange de composes compatible avec le 
compose proteique polymerisable/reticulable pour provoquer la 
pn l ymtSrir .n tinn/r ^ tirii ln tinn d a c el ui - c i p ar un melange extemporane. 
generalement en quelques minutes. 

30 Les proteines mises en oeuvre aux fins de I' invention sont choisies 

de preference parmi le collagene, la gelatine, I'albumine, felastine et le 
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fibrinogene, et plus preferentiellement parmi le collagene et I'albumine. Le 

collagene est tout particulierement prefere. 

Le collagene utilis6 aux fins de T invention peut etre indifferemment 

d'origine humaine ou animale, ou obtenu par des moyens de 
5 recombinaison genetique. II peut s'agir de collagene de type I, III, IV ou V, 

ou encore do leur melange en touto proport i on, - 

II peut s'agir de collagene natif, e'est-a-dire qui a conserve sa 

structure helicoTdale d'origine, eventuellement chimiquement modifi§ par 

methylation, par succinylation ou toute autre methode connue, notamment 
10 pour le rendre plus soluble & pH physiologique, ou encore traite pour 

eliminer les telopeptides, notamment par digestion & la pepsine. 

On peut utiliser 6galement du collagene constitue majoritairement 

de chaTnes a dont le poids moleculaire est voisin de 100 kDa, non 

hydrolyse. Dans ce cas, la structure helicoTdale du collagene est 
is d6naturee, au moins partiellement, par exemple par un chauffage modere, 

notamment £ une temperature comprise entre 40 et 70°C, dans des 

conditions douces de maniere £ eviter la degradation par coupure 

hydrolitique de la gelatine ainsi formee, generalement moins de 10% des 

chaTnes collageniques ayant un poids moleculaire inferieur a 100 kDa. 
20 Une telle gelatine est appelee ci-apres « collagene chauffe », pour 

la distinguer de la gelatine du commerce qui peut egalement etre utilisee 

aux fins de Nnvention mais de maniere non preferee. 

Le collagene natif ou le collagene chauffe decrits precedennment 

est mis en oeuvre de preference sous forme de solution aqueuse a une 
25 concentration comprise entre 1 et 5%, de preference entre 2,5 et 4% en 

poids pour le collagene natif, entre 4 et 20% de preference entre 5 et 16% 

en poids pour le collagene chauffe. 

Le pi < doo Q'o1utlQTTgi3o~cottayuri^ natif ou de co l lagenerchauff feesfc 

de preference neutre, plus preferentiellement compris entre 6 et 8. 
30 Lorsque la matrice adhesive est obtenue a partir d'albumine, on 

Tutilise de preference sous forme d'une solution aqueuse a une 
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concentration comprise entre 20 et 50% en poids, de preference 40 a 50 
%. 

Dans le cas de fibrinogene, on utilise de preference une solution 
aqueuse a une concentration comprise entre 10 et 20 %. 

Conformement a la presente invention, I'agent de reticulation peut 
fit r e c l iolbl pam i l dub pulynibibib l edUifs nalurela ou aynthetiquco, do 



preference de poids moleculaire superieur a 1000, tels que des 
polyaldehydes macromoleculaires, des polymeres hydrophiles, dont la 
diffusion ulterieure a partir de la colle est genee par le poids moleculaire 
io important, empSchant une toxicite directe immediate. 

Par « polymeres reactifs », on entend des polymeres capables de 
reagir avec les composes proteiques tels que definis precedemment, en 
particulier vis-a-vis de fonctions amine ou sulfydryle qu'ils peuvent 
contenir. 

15 Les polyaldehydes macromoleculaires qui peuvent etre mis en 

ceuvre selon I'invention comprennent des polyaldehydes biodegradables 
d'origine naturelle, c'est-a-dire tout compose presentant plusieurs 
fonctions aldehydiques derivees d'un polymere naturel biodegradable. 

Les polyaldehydes peuvent §tre utilises seuls ou en melange, le 

20 terme « polyaldehyde » utilise ici designant indifferemment un compose 
seul ou un melange de plusieurs de ces composes. 

Ces polyaldehydes macromoleculaires peuvent etre prepares par 
oxydation de polysaccharides ou de mucopolysaccharides notamment 
avec de I'acide periodique ou Tun de ses sels selon un precede connu en 

25 SOi. 

Parmi les polysaccharides ou mucopolysaccharides convenant a la 
realisation de I'invention, on peut citer Tamidon, le dextrane, I'agarose, la 
uj ll u l use, I d UiU i ue. I c ch i tooonc, I 'aoido ulyiniquu, l»= 
glycosaminoglycanes, I'acide hyaluronique, et la chondroftine sulfate ou 
30 leurs derives. L'amidon et le dextrane sont preferes, I'amidon etant tout 
particulierement prefer^. 
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Le polyaldehyde peut etre obtenu en ajoutant a la solution de 
polysaccharide ou mucopolysaccharide, une solution d'acide periodique 
ou Tun de ses sels jusqu'a I'obtention d'une concentration finale comprise 
entre 0,01 et 1 M, de preference entre 0,25 et 0,5 M. L'etape d'oxydation 
5 peut etre operee sur des solutions, des gels ou des suspensions de 

poiysaccnariae^sj. " 

La preparation de polysaccharide oxyd6 peut ensuite etre soumise 
a des dialyses, diafiltrations, filtrations, ultrafiltrations, dans le but 
d'eliminer les produits de la reaction d'oxydation et des reactifs ainsi que 

10 des derives iodes formes pendant la reaction, ou en exces. 

Avant utilisation, le polysaccharide ou mucopolysaccharide oxyde 
est conserve de preference en solution acide, au pH qu'il acquiert 
spontan^ment, a une concentration comprise entre 0,5 et 5% en poids, de 
preference entre 1 et 3%. 

15 La solution est stable a Tabri de I'air et est conservee de preference 

entre +1°Cet +25°C. 

Dans une variante, le polysaccharide ou mucopolysaccharide 
oxyde peut etre sous forme lyophilisee acide, la redissolution du lyophilisat 
pouvant se faire en eau ou avec le tampon physiologique necessaire. 

20 Les polymeres hydrophiles utiles aux fins de T invention presentent 

de preference un poids moleculaire de 1000 a 15000 Da, de preference 
entre 2000 et 5000. lis comprennent, par exemple, les derives de 
poly(ethylene) glycol (PEG), les poly(oxyethylene), les poly(methylene 
glycol), les poly(trimethylene glycol), les poly(vinylpyrrolidone), les derives 

25 du PEG etant les plus preferes. lis peuvent etre Iin6aires ou ramifies, mais 
ne sont pas fortement reticules. Les polymeres en bloc poly(oxy6thyl£ne)- 
poly(oxypropylene) ayant eventuellement un noyau ethylene diamine 
(po i ymfem a 4 T i ns Uy u li aTntjs) puuven t eg ai e mont oonvonlr. 

Les polymeres hydrophiles sont « actives » pour r6agir 

30 s6lectivement avec les amines et les thiols des proteines. En fin de 
chaTnes des polymeres, on trouve une structure semblable a : -chaTne du 
polymere-liant-GP (Groupe partant) pour les polymeres reagissant avec 
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les amines ou -chaTnes du polymere-GRT (Groupe reactif vis-a-vis des 
thiols) pour les polymeres reagissant avec les thiols. 

Le liant peut etre selectionne parmi des groupes consistant en un 
carbonate -C(O)-, en un monoester -R-CH 2 -C(0)- ou un diester 
5 -C(0)-0-(CH 2 ) n -0-C(0)-, le GP peut etre un derive succinirnidyle, 
maie i mlflyla, phta ll mlUyto, Imiddzuly l b ! , n i Uup li enyle, t r eaylc le derive 
succinirnidyle etant le plus prefere. Enfin, les GTR peuvent etre choisis 
parmi les derives vinylsulfone, iodoacetamide, maleimide et orthopyridyle- 
disulfure. 

10 Ces polymeres hydrophiles sont synth§tis6s suivant des m6thodes 

connues de THomme de Tart. 

lis peuvent etre conserves sous forme deshydratee, conditionn6s 
en seringues. 

Pour I'obtention de la matrice adhesive, les composes proteiques 
15 precit§s en solution aqueuse, notamment le collagene, le collag^ne 

chauffe ou Talbumine, sont melanges extemporan6ment a Tagent de 

polymerisation/reticulation, dans des conditions telles que la 

polymerisation/reticulation desdits composes proteiques puisse se faire en 

un temps de preference inferieur a 5 minutes. 
20 Ce temps de polymerisation/reticulation peut etre controle selon les 

constituants mis en ceuvre pour Pobtention de la matrice adhesive, d'une 

maniere connue en soi. 

Selon un mode de realisation prefere de T invention, la matrice 

adhesive est obtenue a partir du melange d'un compost proteique en 
25 solution, de preference du collagene natif, du collagene chauffe ou de 

I'albumine, avec un polysaccharide ou mucopolysaccharide oxyde, de 

preference I'amidon ou le dextrane oxyde. 

La malum dU li esive p e u t a in si e tre prcpordo, oolon un pre miw- 

mode de realisation de Nnvention, a partir d'un melange de polyald6hyde 
30 et de collagene chauffe, dans un rapport en poids de 1 :10 £ 1 :160, de 

preference de 1 :15 a 1 :50, avec une concentration finale en collagene 

chauffe de 4 a 16%, de preference de 4 a 13% en poids. La temperature 
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de la solution de polysaccharide est de preference comprise entre +1°C et 
+30°C et celle de la solution de collagene chauffe a une valeur permettant 
sa fluidification, soit entre +37X et +50°C. La temperature du melange 
adhesif est comprise de preference entre +35°C et +41 °C. Le temps de 

5 reaction du melange peut etre ajuste en fonction du pH du collagene 

chautte, variant entre b,b et /,b. UH l apkie Uu p ulyiiibiibdtiun, 

inferieur a 1 minute, peut etre obtenu a pH 7,5 et etre progressivement 
diminue en acidifiant la solution de collagene chauffe jusqu'a pH 6,5. 

Selon un autre mode de realisation de I' invention, la matrice 

io adhesive est preparee a partir d'un melange de polyaldehyde oxyde et de 
collagene natif dans un rapport en poids de 1 :10 a 1 :50, de preference 
de 1 :10 a 1 :30, avec une concentration finale en collagene de 1 a 5%, de 
preference de 2 a 4%. La temperature de la solution de polysaccharide 
oxyde est de preference comprise entre +1°C et +30°C et celle de la 

is solution de collagene natif entre +18°C et +37°C. La temperature du 
melange adhesif est comprise de preference entre +18°C et +37°C. Le 
temps de reaction du melange peut §tre ajuste en fonction du pH du 
collagene, entre 6,5 et 7,5 et de la temperature du melange. Le temps 
rapide de polymerisation augmente en diminuant le pH et/ou la 

20 temperature du melange. 

Selon un autre mode de realisation de P invention, la matrice 
adhesive est preparee a partir d'un melange de polymere hydrophile 
active en poudre et de collagene chauffe en solution, dans un rapport en 
poids de 1 :50 a 1 :1, de preference entre 1:10*1:1, avec une 
25 concentration finale de collagene chauffe de 4 a 20 %, de preference 
entre 10 et 18 %. La temperature de la solution de collagene chauffe est 
comprise entre +37 et +50°C et le pH de la solution de collagene chauffe 
^pW T/arler de 6,9 5 9,0, aulvm i l l b minus 0e i bti&u i ation aouhoiicr ^SF 
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moins d'une minute a plusieurs dizaines de minutes. La temperature du 
melange adhesif resultant est comprise de preference entre +35 et +41 °C. 

Selon encore un autre mode de realisation, on peut utiliser un 
melange de polyaldehyde oxyde et d'albumine de 1 :4. 
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Selon un autre mode de realisation de Nnvention ou la matrice 
adhesive est a base de colle de fibrine, les colles actuellement disponibles 
sur le marche, notamment celles vendues sous les noms « Tissucol® » ou 
« Tisseel® » commercialisms par Baxter, « Beriplast® » commercialisee 
5 par Centeon, peuvent etre utilisees aux fins de I' invention. 

II s ' agit d'une solution conCent r ee Uts HUM i iuy6i i b (70-1 40 mg/ml) 

contenant du facteur XIII et eventuellement de la fibronectine. 

L'agent de polymerisation/reticulation consiste, dans ce cas, en une 
solution de thrombine (4-100 U.I) pouvant eventuellement etre additionnee 

io de collagene. 

Conformement a I'invention, quel que soit le type de matrice 
adhesive choisi, la mousse adhesive est preparee lors de la formation de 

la matrice adhesive. 

Lorsque celle-ci resulte du melange de deux constituants de base 
is (compose proteique - agent de polymerisation/reticulation), notamment 
dans les cas precites, ce melange est realise extemporanement et avant 
son application sur les tissus. Lors de cette operation, un gaz est introduit 
par tout procede connu de I'homme de I'art. 

Le gaz peut etre introduit notamment lors du melange des 
20 constituants, ou directement dans le melange prealablement forme (c'est- 
a-dire dans le materiau de matrice adhesive). 

Selon un autre mode de mise en oeuvre de ('invention, on peut 
prevoir, de maniere moins preferee, de realiser le melange des deux 
constituants de base in situ, c'est-a-dire Implication d'une mousse de 
25 compose proteique prealablement formee puis I'application subsequente, 
notamment par spray, de l'agent de polymerisation/reticulation necessaire. 

Le gaz utilise aux fins de I'invention peut consister en de I'air ou en 
I'un ou plusieurs de ^5 computus, pdi temp l e a^uiu, uxyyu.g ^ 
carbonique. 

30 Les gaz preferes sont I'air. le dioxyde de carbone et I'azote. 

II peut s'agir d'un gaz ou d'un melange de gaz (designes ci-apres 
par le terme general « gaz »). 
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Conformement a Pinvention, le gaz utilise pour la formation de la 
mousse adhesive peut etre associe, de maniere preferee, a Tun des 
constituants de base pour la formation de la matrice adhesive, le cas 
echeant au compose proteique polymerisable/reticulable et/ou a Pagent de 
5 polymerisation/reticulation, et/ou apporte independamment de Tun de ces 
constituants. 

Le terme « associe » designe le cas ou le gaz est simplement 
contenu dans le meme recipient que le constituant de la matrice adhesive 
(phases liquide/gaz) comme le cas ou le gaz est melang6 a Pagent de 
10 polymerisation/reticulation qui est par exemple sous forme pulverulente ou 
lyophilisee. 

Lorsque le gaz est associe a Tun des composants pour la matrice 
adhesive, la mousse est formee lors du melange desdits composants pour 
Pobtention de la matrice adhesive. 

15 Le gaz peut aussi §tre apporte independamment seul ou associe a 

un vehicule qui est non toxique, biocompatible et biodegradable et qui est 
melange avec la matrice adhesive et ses elements constitutifs au moment 
de la preparation de la mousse adhesive. 

II peut s'agir d'un compose proteique tel que celui mis en ceuvre 

20 pour la formation de la matrice adhesive. Toutefois, dans ce cas, la 
quantite de compose proteique servant de vehicule est telle qu'il ne peut 
permettre la formation de la matrice adhesive a lui seul. 

Le vehicule peut renforcer ou completer Pactivite de la mousse ou 
presenter une activite biologique. II peut en particulier constituer 

25 parallelement un v§hicule pour une (des) substance(s) biologiquement 
active(s) comme indiqu6 ci-apr6s. 

Dans ce cas, le melange pour la formation de la matrice adhesive 
peut etre preaiaoiement realise (potlr 1 COhd U l re au maUSiiau da nidli i ie 
adhesive) puis le gaz eventuellement associe a un vehicule tel que d6crit 

30 pr6c6demment, est alors introduit dans la matrice adhesive deja en cours 
de formation. 
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L'agent de polymerisation/reticulation et/ou le vehicule contenant le 
gaz se presente de preference sous forme deshydratee, en particulier 
lyophilisee. 

En variante, le vehicule peut etre, de maniere moins preferee, sous 
5 forme liquide. 

bolmi u i i dul i o dbueU de rinvcntion, d'outroc comprint? 

n'interferant pas avec la formation de la mousse peuvent etre incorpores. 

La mousse adhesive peut ainsi permettre la delivrance de 
substances biologiquement actives sur le site cible ou elle est appliquee. 

10 Une grande variete de substances biologiquement actives peut 

ainsi etre melangee au vehicule. Des exemples de telles substances 
incluent, mais de facon non limitative : drogues, vitamines, facteurs de 
croissance, hormones, derives sterofdes, antibiotiques, vaccins, anti- 
viraux, antifongiques, anti-parasites, anti-tumoraux, anti-cancereux, 

15 toxines, enzymes, inhibiteur d'enzymes, proteines, peptides, composes 
mineraux (ex. derives du zinc, du cuivre, du selenium), 
neurotransmetteurs, lipoproteines, glycoproteines, immuno-modulateurs, 
immunoglobulines et fragments de ceux-ci, agents de contraste, derives 
d'acides gras, polysaccharides, acides nucleiques (ex. fragments d'ADN, 

20 d'ARN) et polynucleotides. 

Parmi les facteurs de croissance, les facteurs suivants ou leurs 
gSnes correspondants sent particulierement preferes : facteurs de type 
EGF (Endothelial Growth Factor), FGF (Fibroblast Growth Factor), TGF-p 
Transforming Growth Factor -p) incluant les BMP (Bone Morphogenetic 

25 Protein). IGF (Insulin Growth Factor), PDGF (Platelet Derived Growth 
Factor) VEGF (Vascular Endotheline Growth Factor) ou analogues et 

derives de ces facteurs. 

Ces substances blologlqum i imil allies paui/uil eue. mc l unyuu s^ 
solution avec le vehicule, puis eventuellement deshydratees par tout 
30 moyen connu de I'homme de Tart. 
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II est possible egalementde reprendre un vehicule deshydrate dans 
un volume minimal de solution contenant la(les) substance(s) 
biologiquement active(s) ou d'ajouter une solution concentree de 
cette(ces) substance(s) biologiquement active(s) a un vehicule 
5 deshydrate. 

bnnn, ae ragon rVi6ins pr6T6r6 e, I I est poss i ble uyd l enieiiL Ue nSa l is e r 



une solution aqueuse du vehicule melange a une(des) substance(s) 
biologiquement active(s) avant d'etre melange au gaz. 

Tout procede connu de I'homme de Tart peut etre employe pour 
10 realiser la mousse, consistant simplement & m6langer differents produits 
et un gaz de maniere homog6ne. Le melange est realise 
extemporan6ment avant utilisation pour obtenir une mousse adhesive 
prete 3 I'emploi. 

A cet effet, on peut utiliser les kits qui font I'objet de la presente 
is invention. 

Les constituants n6cessaires £ la formation de la mousse sont de 

preference contenus, separement, dans des seringues, la mousse etant 

obtenue par transfert en va-et-vient du contenu d'une seringue dans 

I'autre jusqu'a I'obtention d'un melange homog^ne. 
20 La mousse recueillie dans une seringue unique peut ensuite etre 

appliquee au site desire. 

A cet effet, on peut utiliser un kit tel que celui decrit dans la 

demande WO 98/15299 pour la preparation d'une colle a base de 

collagene et de polyaldehyde macromoleculaire. 
25 On rappelle que ce kit peut se presenter sous la forme de deux 

seringues contenant respectivement le composant collagenique et le 

polyaldehyde. 



Lbs se i inyuus suul r i xfees a un d i sposmf de rtidlnt l on 6quip6 de- 
moyens de melange congus pour pouvoir m6langer extemporan6ment leur 
30 contenu de manure homogene, apres avoir rechauffe la seringue de 
collagene a la temperature appropriee comprise entre 37°C et 45°C selon 
la fluidity recherchee. 
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Le compose proteique et I'agent de polymerisation/reticulation sont 
conditionnes sous une des formes decrites ci-dessus. 

La quantite de gaz necessaire est presente egalement dans I'une 
des seringues ou partagee dans chacune d'elles de sorte que le gaz est 
introduit au moment de la formation du materiau de matrice adhesive par 
melange aes constnuanis. 

En variante, la quantite de gaz necessaire eventuellement associee 
a un vehicule comme decrit ci-dessus, peut provenir d'une autre seringue, 
auquel cas il est introduit dans le materiau de matrice adhesive en cours 
de formation par exemple par polymerisation/reticulation, apres melange 
des constituants de base, ce pre-melange formant le materiau de matrice 
adhesive pouvant lui-meme §tre obtenu a I'aide du kit selon la demande 
WO 98/15299. 

Lorsqu'il est melange a un vehicule, eventuellement combine a 
une(des) substance(s) biologiquement active(s), le gaz represente de 
preference au minimum 50 % du volume total de la preparation, et de 
facon plus preferee, 90 % du volume total. 

Le melange se fait de preference en incorporant un volume de gaz 
representant 25 a 90% du volume total de la mousse, de preference de 40 
20 a 75%. 

Ce melange se fait par ailleurs a une temperature favorisant 
I'incorporation du gaz dans la colle biologique. Cette temperature est de 
preference physiologique, de facon plus preferee comprise entre 18°C et 
41 °C. 

25 Le cas echeant, ce melange se fait au tout debut de la reticulation, 

de preference lorsque la viscosite initiate du melange est la plus faible. 

Les mousses obtenues conformement a I' invention presented des 
propneteS aflhfeSlvas satlsTalbdi i Uib puui une utinaaiion en ohlrurylu 
en therapeutique, comparables a celles des colles biologiques connues a 
30 base desquelles elles sont realisees. 

Elles doivent etre utilisees aussitot, dans les cinq premieres 

minutes de la preparation. 
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Selon les Elements constitutifs de la matrice adhesive et son mode 
d f obtention, on peut de maniere connue controler le temps de 
polymerisation/reticulation pour permettre la formation de la mousse et 
son application au site desire. 
5 La mousse adhesive objet de la presente invention est appliquee 

immediatement apres sa formation lorsqu'elle est encore en cours de 
polymerisation/reticulation. 

Elle est applicable par des procedes connus de I'homme de Tart. 
Elle est de preference injectable, a travers des seringues, des catheters, 
10 des canules ou tout autre materiel equivalent permettant un ecoulement 
aise de la mousse. Notamment, pour des dispositifs cylindriques, le 
diametre interieur peut etre compris entre 0,1 a 2 mm. Le systeme 
d'injection peut comporter un applicateur dont la forme est 
particulierement bien adaptee a T utilisation souhaitee. 

15 Selon une autre forme de realisation de T invention, la mousse peut 

etre formee in situ par application subsequente des constituants 
necessaires comme indique precedemrnent. 

Elles peuvent perdre leur caractere collant apres 
polymerisation/reticulation, en permettant une application selective et 
20 precise sur les tissus cibles sans coller les tissus non desires, voisins du 
site d' intervention. 

La vitesse de prise en masse de la matrice adhesive dans la 
structure en mousse n'est pas affectee par I' introduction du gaz. 

La densit6 de la mousse finale est variable selon la quantite de gaz 
25 introduite et I'application envisagee. 

La mo usse— adhesive— sa lon Tinvention est non toxigue et est. 
parfaitement bien tol6ree par I'organisme hote, tout en 6tant plus 6lastique 
que les colles connues. 

Grace a sa faible densite, elle peut etre appliqu§e avec une grande 
30 precision sur les tissus, sans connaTtre les problemes de coulure 
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habituellement rencontres avec les colles liquides connues ou de 
dispersion par les gaz propulseurs des spray. 

Les depots de mousse sur les tissus vivants sont notamment plus 
faciles a visualiser grace a leur structure microporeuse particuliere et leur 

opacite. , 

En outre, la mousse adhesive selon I' invention favorise la 
colonisation tissulaire grace a sa structure poreuse. 

La mousse adhesive selon I' invention peut etre mise en oeuvre, de 
facon non limitative, pour arreter le saignement de plaies vasculaires ou 
tissulaires, pour Tier des tissus biologiques, y compris des tissus vivants, 
entre eux ou a un biomateriau implante, pour la cicatrisation de plaies 
chirurgicales ou chroniques, la protection ou I'etancheite de sutures, la 
prevention de la formation d'adherences post-operatoires, la delivrance de 
substances biologiquement actives, le comblement de cavites tissulaires 
15 (os, cartilage, lesions cutanees ...). 

L" invention fournit ainsi un precede de protection ou de liaison de 
tissus biologiques, y compris des tissus vivants, entre eux ou a un 
biomateriau implante presentant des fonctions reactives vis-a-vis de I'un 
des constituents de la matrice adhesive, comprenant le fait de melanger 
les constituants (constituants de la matrice adhesive et gaz) necessaires a 
la formation de la mousse, simultanement ou successivement comme 
indique ci-dessus. 

On applique ensuite rapidement la mousse fluide resultante, c'est- 
a-dire en moins de 3 minutes, pendant la polymerisation/reticulation de la 
matrice adhesive, sur lesdits tissus et/ou ledit biomateriau a une 
-temperat ure c n m n risR entre 20° et 41 °C. puis on lai sse 



polymeriser/reticuler I' ensemble. 

Le melange prealable a I' application peut §tre realise avec le kit 
decrit precedemment. 
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Le temps de polymerisation/reticulation peut etre ajuste en fonction 
des constituants de la matrice adhesive et de leur conservation, d'une 
maniere connue en soi en faisant varier le pH, les concentrations, la 
temperature. 

_5 Le temps de resorption in vivo peut egalement etre ajuste 

notamment en modifiant chimiquement les constituants de base de la 
matrice adhesive, comme cela est connu dans la technique ou en 
controlant la concentration en agent de polymerisation/reticulation. 

Selon la composition de la matrice adhesive, ce temps peut varier 
10 de quelques jours £ plusieurs mois. 

Selon les applications, le biomat6riau implante consiste en la 
mousse adhesive elle-meme qui est alors utilisee seule. 

Dans d'autres cas, il peut s'agir de fixer un biomateriau presentant 
par exemple des fonctions aminees, reactives vis-a-vis du po!yald6hyde 
15 constitutif de la matrice adhesive. 

Pour d'autres applications, notamment la prevention des 
adherences post-operatoires, la mousse adhesive selon I' invention peut 
etre utilisee seule ou etre intimement Ii6e a un film & base de collagene, 
pour former un materiau bicomposite. 
20 II peut s'agir d'un film collag^nique tel que decrit dans WO 

98/34656. 

Le collagene mis en oeuvre pour former le film correspond a celui 
indique precedemment pour Tobtention de la mousse. Le collagdne 
chauffe est pr6fere. 

25 Le film collagenique peut comprendre en outre un additif 

hydrophile, de preference chimiquement non reactif vis-S-vis du collagene, 
rfftflt-a-rilrn qui nV^t-pajv-R^ceptible de reaair avec le c ollaq dne pre s ent , 
notamment qui ne forme pas de liaisons covalentes avec celui-ci lors de la 
reticulation. 

30 U additif hydrophile consiste de preference en du 

polyethyleneglycol. 
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La preparation du materiau bicomposite proprement dite est 
realisee par I'assemblage de la couche formant film et de la mousse 
adhesive en cours de formation ou une fois formee, c'est-a-dire apres 
melange des constituants necessaires. 

L'assemblage comporte le coulage de la solution collagenique, 

destinee a realiser le film, sur un support sens.blernem plan t*u« M ucl, „„ 

repartissant celle-ci uniformement. 

Le support est inerte en ce qu'il ne reagit pas avec les 
composants precites et rYintervient pas dans le processus de reticulation. 
II est de preference hydrophobe, par exemple en PVC ou polystyrene. 

Cependant, ce support peut egalement etre constitue d'un materiau 
pelliculable qui restera faiblement adherent et qui pourra ensuite etre 
separe au moment de I'utilisation chirurgicale. 

Ce support peut encore etre lui-meme constitue d'un film, par 
exemple de collagene seche, sur lequel on coule la solution, ou encore 
d'une couche de gel de materiau collagenique a un etat de gellfication 

nettement plus avance. 

La densite de la couche mince appliquee est de preference 

comprise entre 0,1 et 0,3 g/cm 2 . 

Le coulage de cette solution collagenique est realise a une 
temperature avantageusement comprise entre 4 et 30°C, de preference 

entre 18et25°C. 

On laisse cette solution se gelifier et on applique sur ladite solution 
en cours de gelif.cation, la mousse preparee comme indique 
precedemment. En d'autres termes, on depose la couche de mousse 
poreuse sur le gel, Tapplication se poursuivant par simple gravite ou, 
eventuellement par une legere compression insuffisante pour provoguer 
un tassement sensible de la mousse. 



Le moment auquel on applique la mousse poreuse sur la solution 
en cours de gelification est tel que le gel est encore mou et laisse penetrer 
celle-ci sur une distance qui est avantageusement de I'ordre de 0,05 a 2 
mm, de preference de I'ordre de 0,1 a 0,5 mm. 
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En general, lorsque la solution qui se gelifie est a une temperature 
comprise entre 4 et 30°C, la couche de mousse poreuse est appliquee 
entre 5 et 30 minutes apres la repartition de la solution sur la surface qui 
la regoit. 

5 On laisse secher ou on seche I'ensemble pour obtenir le materiau 

bicomposite selon I' invention. 

La polymerisation/reticulation de la matrice adhesive peut 
s'effectuer ou s'achever, le cas echeant pendant le s§chage du materiau 
bicomposite. 

10 Ce sechage est avantageusement obtenu a une temperature 

comprise entre 4 et 30°C, de preference entre 18 et 25°C. 

On peut realiser le sechage du materiau dans un flux d'air sterile, si 
necessaire. 

Apres sechage, le materiau bicomposite selon T invention peut etre 
15 separ6 de son support. En variante, il peut comprendre ou incorporer un 
film ou une couche de materiau collagenique sur lequel la solution 
collagenique a 6te coulee. 

Le materiau bicomposite selon T invention est stable 3 temperature 
ambiante et reste stable pendant un temps suffisant pour sa manipulation 
20 a des temperatures pouvant aller jusqu'a 37-40°C. 

L'epaisseur du film collagenique est de preference inferieure a 100 
pm, et plus preferentiellement comprise entre 30 et 75 pm. 

L'epaisseur de la mousse est de preference comprise entre 0,2 
cm et 1 ,5 cm, plus preterentiellement encore entre 0,3 cm et 1,2 cm. 
25 Un tel materiau bicouche presente un ensemble de qualites 

d'hemostase, d'anti-adherences post-operatoires et de bio-degradabilite 
particulierement surprenantes. 



Le materiau collagenique bicomposite selon Pinvention est 
particulierement adapte 3 la prevention d'adherences post-op§ratoires, en 
30 particulier sur des plaies htemorragiques, du fait de la prevention des 
adherences par le film, de la bonne adhesion du materiau composite sur 
de telles plaies et de Tabsence de sang a I'interface. 
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Outre leurs proprietes d'hemostase et de prevention d'adherences 
post-operatoires, le materiau collagenique relevant de la presente 
invention facilite la cicatrisation, a cause de sa structure composite, 
associant une couche tres poreuse de mousse a un film collagenique. 

_5 La partie poreuse du materiau est facilement colonisable par les 

cellules environnantes. Le film protege la cicatrisation en cours pendant 
quelques jours grace a ses proprietes d'etancheite aux bacteries et 
microorganismes. 

Le pouvoir de prevention des adherences par le film du materiau 
10 est egalement renforce par I'acceleration de la cicatrisation de la plaie par 
la couche de mousse du materiau. 

Selon I'invention, le materiau collagenique bicomposite est ainsi 
utile pour Themostase et la prevention des adherences post-operatoires 
sur des plaies saignantes tout en facilitant la cicatrisation. 
15 En outre, I'additif hydrophile macromoleculaire est elimine par 

diffusion a travers le materiau collagenique, en quelques jours, materiau 
dont le gonflement favorise la degradation du film collagenique en moins 
d'un mois. 

Le materiau bicomposite selon Invention peut egalement etre 
20 utilise pour favoriser la cicatrisation. Sa structure poreuse tres ouverte 
permet une colonisation cellulaire rapide. Le film permet, quant a lui, 
d'isoler la partie poreuse pour la rendre accessible a des cellules 
specifiques. 

A titre d'exemple, des fibroblastes peuvent etre cultives dans la 
25 partie poreuse du materiau, in vitro, et des cellules epitheliales peuvent 
etm lullivws sur le li l m en roo l ioant doux uonipu i llnwnU p i ovisnirpr 
separes. 

U invention va etre decrite plus en details a I'aide des exemples 
donnes ci-apres a titre indicatif et non limitatif. 

30 
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EXEMPLE 1 : Mousse adhesive constituee d'une matrice adhesive 
associant du collagene chauffe et de I'amidon oxyde (colle GAO) 

5 Preparation de I'amidon oxyde : 

Une solution d'amidon soluble est preparee, a la concentration de 
20 %, a la temperature de 75 °C, jusqu'a obtenir une solution parfaitement 
homogene, puis est dilue au Y2. Elle est ensuite pre-filtree et filtree sur une 
membrane de porosite 0,22 pm. 
10 Le pH de I'amidon est ajuste, alors, a pH 3,0-3,2 et la concentration 

de I'amidon a 6 %. On ajoute, ensuite, & la solution d'amidon oxyde du 
metaperiodate de sodium, a la concentration finale de 0,36 M, a 
temperature ambiante. Apres 2 heures de traitement, la solution est 
dialysee avec une membrane de seuil de coupure allant de 5 £ 10 kDa, 
15 contre de Teau d§min§ralisee ultra-filtree. La dialyse est poursuivie jusqu'a 
Teiimination totale des produits dialysables de la reaction d'oxydation et 
des reactifs ainsi que des d6rives iodes, formes pendant la reaction. 

Ensuite, la solution d'amidon oxyde est ajust6e, en concentration, a 
la valeur souhaitee, entre 1 a 3 %. Elle est pre-filtree et filtree sterilement 
20 sur membrane de porosite 0,22 pm. 

Le produit est stable pendant au moins un an, a une temperature 
de +4 a +25 °C, a I'abri de Tair. 

Pour la realisation tfune mousse adhesive, la solution d'amidon 
oxyde peut etre conditionnee en seringues. 
25 La solution d'amidon oxyde, conditionnee en seringues ou en 

flacons, peut etre egalement lyophilis6e dans des conditions steriles et 
conserv6e a une temperature de +4 a +25°C, S I'abri de I'air. 



Preparation du collagene chauff6 : 

Le collagene utilise est de source connue de I'homme de Tart. De 
30 type I bovin, il peut etre acido-soluble ou solubilise par digestion a la 
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pepsine. D'origine de placenta humain, il peut etre prepare par extraction 
a la pepsine, selon le procede decrit dans le brevet EP-A-0 214 035. 

On obtient par exemple un melange des types I et III. Celui-ci peut 
etre ensuite eventuellement utilise pour separer le type I et/ou le type III. 

On prepare une solution acide de collagene a une concentration de 
4 a 16 % par addition progressive d'une pouore de coiiagene aciae aana 
I'eau, a une temperature de 42 °C. Tres rapidement, apres 2 a 5 minutes 
d' agitation, des que la fluidite le permet, la solution est neutralisee avec 
une solution molaire de soude, a un pH variant de 6,5 a 7,5. 

Apres neutralisation, la temperature de la solution de collagene est 
ajustee a +60 °C pour permettre sa sterilisation par filtration sur 
membrane de porosite 0,22 urn, a la suite de pre-filtrations. 

Pour une utilisation en kit notamment comme decrit dans la 
demande WO 98/15299, le collagene est ensuite reparti dans des 
seringues et est conserve a une temperature comprise entre +4 et +25 °C, 
tout en etant stable pendant au moins un an. 

Realisation de la mousse adhesive GAO 

On prend une seringue chauffante de 5 ml, remplie avec 2 ml de 
collagene chauffe a la concentration de 16 % et enveloppee par un film 
resistif equipe d'un thermostat permettant de maintenir la temperature du 
collagene entre +44 et +50°C. On prepare egalement une seringue de 5 
ml contenant 2,5 ml d'air et 0,5ml d'amidon oxyde. 

On melange, ensuite, le contenu de ces deux seringues raccordees 
par un simple connecteur, en chassant alternativement totalement le 
contenu de I'une dans I'autre, 10 a 20 fois jusqu'a obtenir une mousse 

adhesive completement homogene. — 

Selon une autre variante de realisation de la mousse adhesive, on 
prend une seringue chauffante de 2,5 ml, remplie avec 2 ml de collagene 
30 chauffe a la concentration de 16 % et enveloppee par un film resistif 
equipe d'un thermostat permettant de maintenir la temperature du 
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collagtne entre +44 et +50°C. On prepare d'un autre cote une seringue 
contenant 0,5 ml d'amidon oxyde. Ces deux seringues sont assemblies 
en un kit tel que decrit dans la demande de brevet WO 98/15299. Elles 
sont reunies par un ensemble connecteur / melangeur dont la fonction est 
s d'obtenir un gel adhesif parfaitement homogene. L e contenu du kit est 
transfere dans une seringue vide de 5 ml, a Faide d'un simple raccord. En 
parallele, on prepare une seringue de 5 ml contenant 2,5 ml d'air. 

On melange, ensuite, le contenu de ces deux seringues comme 
decrit plus haut. 

Selon une autre variante il est possible de prtparer une mousse 
adhtsive de densite moitie de la precedente. Pour cela, on assemble un 
kit pour 'colle' biologique, en utilisant une seringue de 2,5 ml remplie avec 
2 ml de collagene chauffe a la concentration de 16 % et une seringue 
contenant 0,5 ml d'amidon oxyde. Le contenu de ce kit est deverst dans 
une seringue de 10 ml. On prepare d'un autre cott une seringue de 10 ml 
renfermant 7,5 ml d'air. 

On melange, ensuite, le contenu des deux seringues suivant le 
proc6de decrit ci-dessus. 

20 EXEMPLE 2 : Mousse constitute d'une matrice adhesive pr6paree 

a partir de « colle GAO » et de collagene natif 

Preparation du collagene natif 

On prepare une solution de collagene a 3 % dans de Teau 
ultrafiltree demineralisee. On ajoute ensuite une solution de phosphate 
25 disodique 0,22 M, pour obtenir une concentration finale de 20 mM. On 
homogen6ise la suspension de collagene avec un agitateur § pale 
UtSfluuj I fc i use, puis un ajus te son p i 1 q 7/17,5, uvoc unu Ko l u l ion 
concentr6e d'acide chlorhydrique. 

La suspension de collagene neutralist est, ensuite, dilute avec de 
30 Teau ultrafiltree dtmintralisee pour atteindre une concentration en 
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collagene de 1,8 % et en phosphate de 13 mM. Elle est laissee au repos, 
pendant une nuit, pour avoir une fibrillation complete du collagene. 

Le lendemain, la suspension de collagene est centrifugee a 10000- 
15000 G, pour concentrer le precipite de collagene, qui est homogeneise, 
5 par suite, avec un agitateur a pale defloculeuse. Deux grammes de 

precipite de collagene a 2 %, en poids, sont repaffl s dans Ubb bb.i.iyu^ 

de 5 ml qui sont lyophilisees. dans des conditions connues de I'homme de 
I'art. 

Apres la lyophilisation, on introduit le piston des seringues de 
io collagene, sans comprimer le collagene. On conditionne ces seringues 
dans un double emballage etanche qui sont sterilisees par gamma- 
irradiation a une dose de 25 a 35 Kgy. 

D'autres variantes de ce precede sont d'introduire des quantites et 
des concentrations plus ou moins importantes de collagene. 

is Preparation des elements de la « colle GAO » 

Les elements de la colle GAO sont prepares comme decrit dans 
I'exemple 1 et comprennent une seringue de collagene chauffe a la 
concentration de 8 % et une seringue d'amidon oxyde a la concentration 
de 1 ,5 %. 

20 Realisation de la mousse adhesive GAO/ collagene natif 

Comme decrit dans I'exemple precedent, on realise d'abord le 
melange du collagene chauffe et de ramidon oxyde (colle GAO), aux 
concentrations respectives de 8 et 1 ,5 %. Pour cela, on peut utiliser un kit 
tel que decrit dans la demande WO 98/15299 et transferer 2,5 ml de gel, 

25 dans une seringue de 5 ml. On peut egalement utiliser deux seringues de 
5 ml raccordees par un simple connecteur, Tune contenant 2 ml de 
cul l - jg g i v* ^ g " ff * * fl «t |,f " jtr e °- 5 ml d'amidon oxyde a 1 J_Sk_Le_ 
melange des deux produits est realise en chassant alternativement 
totalement le contenu de Tune des deux seringues dans I'autre, 5 a 10 fois 

30 jusqu'a obtenir un gel completement homogene. 
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Le collagene utilise pour cet exemple est du collagene bovin de 
type I, extrait de derme de veau, eventuellement solubilise par digestion a 
la pepsine et, purifie par des precipitations salines, selon les techniques 
deja decrites. On peut utiliser, de la meme maniere, des collagenes 
5 d'autres especes animales ou d'origine humaine de type I, de type III, 
d'autres types ou leur melange en toutes proportions. 

La seringue de collagene lyophilise est ensuite raccordee avec la 
seringue de colle GAO melangee. Les deux produits sont homogeneises, 
en commencant par faire passer la colle GAO dans la seringue contenant 
10 le collagene lyophilise, puis en transferant le contenu d'une seringue a 
I'autre, en poussant tour a tour leurs pistons, 10 a 20 fois, jusqu'a obtenir 
une mousse homogene. 

A partir du moment ou Ton prepare la colle GAO, la mousse doit 
etre realisee et utilisee avant que la matrice adhesive soit entierement 
15 polymerisee pour qu'elle puisse adherer aux tissus. 



EXEMPLE 3 : Mousse constitute d'une matrice adhesive preparee 
a partir de colle GAO et de collagene natif melange au FGF (Fibroblast 
20 Growth Factor) 

La colle GAO est preparee comme decrit dans I' exemple precedent, 
a partir de 2 ml de collagene chauffe a 8 % et 0,5 ml d'amidon oxyde a 1 ,5 
%. Elle est transfer6e dans une seringue de 5 ml. 

A la seringue de collagene natif, on ajoute 100 a 250 pi d'une 
25 solution de FGF humain recombinant. 

Puis, on melange cette seringue de collagene natif a la colle GAO, 
nnmmfi d 6 crit Br6 cedemment jusq u ' a nhtenir une mousse homo gene 
GAO/collagene natif - FGF. 

Selon une autre variante, on attend un temps d' adsorption du FGF 
30 sur le collagene natif, de 5 a 120 minutes, avant de proceder au melange 
de la preparation de collagene / FGF a la colle GAO. 
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Une autre variante de cet exemple consiste a lyophiliser le FGF 
avec le collagene natif suivant le precede ci-dessous. On melange au 
precipite de collagene une solution de FGF qui est homogeneise, reparti 
dans des seringues de 5 ml, a raison de 2 g par seringue, lyophilise et 
5 sterilise par gamma-irradiation. Cette seringue de collagene et FGF 

lyophilise est melange a 2,5 ml de colle bAU, com ma Oflull Udiib 

Texemple 2, jusqu'a obtenir une mousse homogene. 

La composition de cette mousse adhesive est particulierement 
employee pour le comblement de lesions nerveuses, le FGF etant un 
io facteur facilitant la regeneration des nerfs. 

Dans cet exemple, on peut remplacer le FGF par d'autres facteurs 
de croissance ou leurs melanges, possedantdes activites equivalentes au 
FGF. 
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EXEMPLE 4 : Mousse constitute d'une matrice adhesive preparee 
a partir de colle GAO et de collagene natif melange a l'IL-2 (interleukine 
de type 2) 

On reprend Texemple 3 en remplacant le FGF ou facteurs 
Equivalents pari' IL-2. 

Cette mousse adhesive GAO/collagene natif - IL-2 est 
particulierement interessante dans le controle de la cancerogenese et le 
developpement de tumeurs. Elle peut etre egalement preparee avec 
d'autres produits, seuls ou melanges qui inhibent le developpement de 
cancers et de tumeurs. 

= E*Effi PLL b . Mouooc oonoliluuu d'une matrirr ndhnr.ivn prnparte : 
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a partir de colle GAO et de collagene natif melange a des facteurs de 
croissance cellulaire ou de regeneration tissulaire 

Les exemples 3 et 4 peuvent etre repetes avec du collagene natif 
melange a tout facteur de croissance cellulaire ou de regeneration 
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tissulaire pour preparer des mousses adhesives actives sur des plaies 
cutanees, osseuses, cartilagineuses, ... 

EXEMPLE 6 : Mousse adhesive constitute d'une matrice adh6sive 
5 associant Talbumine et I'amidon oxyde (colle AAO) 

On prepare comme decrit dans I'exemple 1 une solution d'amidon 
oxyde de10^25%. 

Preparation de I'albumine 

L'albumine est reprise a une concentration de 20 a 50 %, 
10 neutralisee a pH 6,5-7,5 avec des solutions concentrees de soude et 
d'acide chlorhydrique et filtree sterilement sur membrane de porosite 0,22 
pm. 2 ml de cette solution sont ensuite conditionnes dans des seringues 
de 5 ml. 

La seringue d'albumine et une seringue contenant 0,5 ml d'amidon 
15 oxyde de 10 a 25 % sont assemblies en un kit, suivant le proc6d6 d§crit 
dans I'exemple 1. Le kit est appele AAO. 

Realisation de la mousse adhesive AAO / collagene natif. 

Comme decrit dans les exemple precedents, on peut d'abord 
realiser le melange de l'albumine et de Tamidon oxyde, aux concentrations 
20 respectives de 20-50 et de 10 a 25 %, sans introduire d'air. Pour cela, on 
peut utiliser un kit semblable a celui utilise pour la preparation de la colle 
GAO de Texemple 2 et transferer 2,5 ml de gel, dans une seringue de 5 
ml. 

La seringue de colle AAO est ensuite raccordee a une seringue de 
25 5 ml contenant 2,5 ml d'air. Les deux produits sont homog6n6ises, en 
commen5ant par faire passer Fair dans la seringue contenant la colle 
AAO, puis en transterant le c ontenU fl ' une sar l nguB a I 'dulm, pous&a nt 
tour a tour leurs pistons, 10 a 20 fois, jusqu'S obtenir une mousse 
homogene d'un volume de 5 ml. 
30 On peut egalement utiliser deux seringues de 5 ml raccord6es par 

un simple connecteur, I'une contenant 2 ml d'albumine & 20-50 % et 
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I'autre 0,5 ml d'amidon oxyde de 10 a 25 % et 2,5 ml d'air. Le melange 
des deux produits est realise en chassant alternativement totalement le 
contenu de Tune des deux seringues dans Fautre, 5 a 10 fois jusqu'a 
obtenir une mousse completement homogene. 

A partir du moment ou Ton prepare la colle AAO, la mousse doit 
Stre realisee et utilisee avant que la matr.ce adhesiv e BOIL bi.lle.emdMl 
polymerisee pour qu'elle puisse adherer aux tissus. 

EXEMPLE 7 : Mousse adhesive constitute d'une matrice adhesive 
associant I'albumine et des derives de polyethylenes glycols portant des 
groupes electrophiles actives reactifs vis-a-vis des amines. 

L'albumine est reprise a une concentration de 20 a 50 %, 
neutralist a pH 6,5-9 comme decrit dans I'exemple 6. 2 ml de cette 
solution sont ensuite conditionnes dans des seringues de 5 ml. 

Parmi les PEG electrophiles actives, on peut utiliser indifferemment, 
seul ou melanges en toutes proportions, le SPA-PEG (succinimidyl 
propionate PEG), le SCM-PEG (Succinimidyl ester of carboxymethylated 
PEG) et le BTC-PEG (Benzotriazole carbonate of PEG) de poids 
moleculaire superieur a 1000 Da, derives de PEG, produits 
commercialises par Shearwater Polymers. On peut egalement utiliser le 
PEG-SS2 (Disuccinimidyl succinate PEG), synthetise comme decrit dans 
la demande de brevet WO 96/03159 (Minnesota Mining and 
Manufacturing Company). On conditionne 40 a 500 mg de PEG active 
sous forme deshydratee par seringue de 5 ml. 



Realisation de la mousse aanesive. 

On realise le melange de l'albumine et des PEG actives en 
30 transferant la totalite du contenu de la seringue d'albumine dans celle du 
PEG, puis en chassant entierement le contenu de Tune des deux 
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seringues dans I'autre, 5 a 10 fois jusqu'a obtenir un gel completement 
homogene de 5 ml. 

A partir du moment ou Ton prepare la colle associant I'albumine et 
les derives electrophiles de PEG active, la mousse doit etre realisee et 
5 utilisee avant que la colle soit entierement polymerisee pour qu'elle puisse 
adherer aux tissus. 



EXEMPLE 8 : Mousse adhesive constituee d'une matrice adhesive 
10 associant I'albumine et des derives de PEG actives reactifs vis-a-vis des 
sulfhydryles. 

L'albumine est reprise a une concentration de 20 a 50 %, 
neutralisee a pH 6,5-9 comme decrit dans I'exemple precedent. 2 ml de 

15 cette solution sont ensuite conditionnes dans des seringues de 5 ml. 

Parmi les PEG actives reactifs vis-a-vis des sulfhydryles, on peut 
utiliser indifferemment, seul ou melanges, en toutes proportions, ie VS- 
PEG (vinyl sulfone PEG), le MAL-PEG (Maleimide PEG) et le OPSS-PEG 
(orthopyridyl-disulfide PEG) de poids moleculaire superieur a 1000 Da, 

20 derives de PEG, produits commercialises par Shearwater Polymers. On 
conditionne 40 a 500 mg de PEG active et deshydrate par seringue de 2 
ml. 

La mousse adhesive est ensuite realisee comme decrit dans 
I'exemple 7. 

25 

EXEMPLE 9 : Mousse adhesive constituee d'une matrice adhesive 
associant le collagene chauffe et des derives de polyetnyienes giycois 
portant des groupes electrophiles actives reactifs vis-a-vis des amines. 

30 

On reprend I'exemple 7 en remplacant I'albumine par le collagene 
chauffe, prepare comme decrit dans I'exemple 1, a la concentration de 10- 
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20 %, a pH 6,5-9 et en conditionnant deux fois moins de PEG active et 
deshydrate par seringue de 5 ml, soit 20-250 mg de PEG. 



5 FXEMPLE 10 : Mousse adhesive constituee d'une matrice 

adhesive associant le collagene chautte et des denve* HbG yUlv6s 

reactifs vis-a-vis des sulfhydryles. 

On reprend I'exemple 8 en remplagant I'albumine par le collagene 
io chauffe, prepare comme decrit dans I'exemple 1 , a la concentration de 1 0- 
20 %, a pH 6,5-9 et en conditionnant deux fois moins de PEG active et 
deshydrate par seringue de 5 ml, soit 20-250 mg de PEG. 



15 



20 



25 



FXEMPLE 11 : Mousse adhesive constituee d'une matrice 
adhesive preparee a partir d'une colle de fibrine et de gomme de Guar 

Preparation de la gomme de Guar (vehicule) 
On reprend en solution de la gomme de Guar, a la concentration 
finale de 0,5-5 %, dans de I'eau demineralisee apyrogene, a une 
temperature comprise entre 75 et 100 °C, puis on ajuste le pH de cette 
solution a pH 7,5-9 avec un tampon phosphate concentre pour obtenir une 
concentration finale en phosphate de 10-20 mM. On transfere 2 ml de 
cette solution, par seringue de 5 ml. Cette solution est ensuite lyophilisee, 
dans des conditions connues de I'homme de I'art. 

Dans une autre variante, la solution de gomme de Guar est realisee 
danc ho r efl „ Haminaralisee ap vrooene, tamponnee avec 10-20 mM de 



borax a un pH 7,5-9 ou avec un melange - 1:1, mol/mol - de borax et de 
phosphate, a une concentration finale de 10-20 mM. 
30 Apres la lyophilisation, on introduit le piston dans les seringues, 

sans comprimer la gomme de Guar. On conditionne ces seringues dans 
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un double emballage etanche qui sont sterilisees par gamma-irradiation a 
une dose de 25 a 35 KGy. 

Une autre variante de ce procede est de filtrer sterilement la 
solution de gomrne de Guar, a chaud - c'est-a-dire des que la viscosity de 

5 la solution est suffisamment basse pour permettre la filtration sterilisante 
de la solution apres I'ajustement de son pH a 7,5-9 comme indique ci- 
dessus, sur membranes de porosite 0,22 a 0,45 ym. Cette solution est 
ensuite repartie dans des seringues de 5 ml, a raison de 2 ml par 
seringue, et lyophilisee. Apres la lyophilisation, on introduit le piston dans 

10 les seringues, sans comprimer la gomme de Guar. On conditionne ces 
seringues dans un double emballage etanche. Toutes les operations 
effectuees, apr6s la filtration sterilisante, sont r6alisees dans des 
conditions steriles connues de Phomme de Tart. 

Realisation de la mousse adhesive colle de fibrine / gomme de 

15 Guar 

On realise d'abord extemporanement la colle de fibrine. Toutes les 
colles de fibrine du commerce peuvent convenir. II peut s'agir par exemple 
d'une solution de TISSUCOL® contenant le fibrinogene. 2 ml de solution 
de colle de fibrine pr6paree extemporanement sont transferes dans une 

20 seringue de 5 ml et chauffes a 40°C. 

La seringue de la gomme de Guar lyophilis6e est ensuite raccordee 
avec la seringue de colle de fibrine. Les deux produits sont 
homog6neises, en commen?ant par faire passer la colle de fibrine dans la 
seringue contenant la gomme de Guar lyophilis6e, puis en transferant le 

25 contenu d'une seringue a Tautre, en poussant tour a tour leurs pistons, 10 
a 20 fois, jusqu'a obtenir une mousse homogene. 



A partlr dU momui i l uCi Tun p i epdie la cone do fibrino, lo itvouusq- 
doit etre realisee et utilisee avant que le fibrinogene soit entierement 
transform^ en fibrine. 
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FXFMPLE 12 : Mousse adhesive constitute d'une matrice 
adhesive preparee a partir de colle de f.brine, de gomme de Guar et d'un 
antibiotique. 

On reprend Texemple 11 en ajoutant a 2 ml de solution de gomme 
de Guar avant qu'elle soit lyophilisee, 0,2e*-2\b mg ae vancomycin*, u.. 
antibiotique eff.cace contre les bacteries gram-positives, notamment 
Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis, les deux agents 
principaux tf infection de greffes dans la chirurgie vasculare. 

Cette formulation est utilisee pour I'etancheite de points de sutures 

d'anastomoses vasculaires. 

Une variante de cet exemple est d'inclure a la place de la 
vancomycine d'autres antibiotiques, seuls ou leurs melanges en toutes 
proportions. 
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REVENDICATIONS 

1. Mousse adhesive fluide biocompatible, bioresorbable et non 
toxique, a usage chirurgical et/ou therapeutique, notamment pour la 
5 protection de plaies et pour la liaison de tissus biologiques entre eux ou a 
un biomateriau implante, caracterisee en ce qu'elle comprend une matrice 
adhesive biocompatible, bioresorbable et non toxique renfermant un gaz 
ou un melange de gaz biocompatibles et non toxiques. 

io 2. Mousse adhesive selon la revendication 1, caracterisee en ce 

que la matrice adhesive est constitute de, ou comprend, un compose 
proteique au moins partiellement polymerise/reticule, qui est non toxique, 
biocompatible et biodegradable et qui posstde des proprietes adhesives, 
ledit compost proteique 6tant 6ventuellement chimiquement modifie. 

15 

3. Mousse adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 et 

2, caracterisee en ce que le compose proteique est constitue de, ou 
comprend, une proteine ou un melange de proteines choisies parmi le 
collagene, la gelatine, I'albumine, l'6lastine et le fibrinogene, de preference 

20 parmi le collagene et Talbumine. 

4. Mousse adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 a 

3, caracterisee en ce que le compose proteique est constitue de, ou 
comprend, du collagene. 

25 

5. Mousse adhesive selon la revendication 4, caracterisee en ce le 
compose proteique est constitue de, ou comprend, du collagen e natif 
eventuellement chimiquement modifie, notamment par methyiation, 
succinylation. 

30 
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6. Mousse adhesive selon la revendication 4, caracterisee en ce 
que le compose proteique est constitue de, ou comprend, du collagene 
chauffe. 

7. Mousse adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 a 
6, caracterisee en ce que le uumpube uiuteiquu eat r eticu l e ovoo un 
polymere reactif de poids moleculaire superieur a 1000, de preference 
choisi parmi les polyaldehydes macromoleculaires et les polymeres 
electrophiles. 



8. Mousse adhesive selon la revendication 7, caracterisee en ce 
que le polyaldehyde macromoleculaire est choisi parmi les 
polysaccharides ou mucopolysaccharides oxydes, de preference parmi 
ramidon, le dextrane, I'agarose, la cellulose, la chitine, le chitosane, 
I'acide alginique, les glycosaminoglycanes, I'acide hyaluronique et la 
chondroTtine sulfate, et leurs derives ou leurs melanges, plus 
preferentiellement parmi I'amidon et le dextrane. 

9. Mousse adhesive selon la revendication 8, caracterisee en ce 
20 que le polyaldehyde macromoleculaire comprend I'amidon oxyde. 

10. Mousse adhesive selon la revendication 7, caracterisee en ce 
que le polymere electrophile est choisi parmi les derives de poly(ethylene) 
glycol (PEG), les poly(oxyethylene), les poly(methylene glycol), les 
poly(trimethylene glycol), les polyvinylpyrrolidone), les derives du PEG 
etant les plus preferes. 



I I. Muu^e adliesiva be l un I'u i ift quclconquo duu luvu ii Jictrtionv-l- 
a 9, caracterisee en ce que la matrice adhesive est constitute de, ou 
30 comprend, du collagene chauffe reticule avec de ramidon oxyde. 
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12. Mousse adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 
a 3 et 7 a 9, caracterisee en ce que la matrice adhesive est constituee de, 
ou comprend, de I'albumine reticulee avec de I'amidon oxyde. 

5 13. Mousse adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 

a 3 , / et VI, caracteHsee en qua Id nidlr i &c adhcoivc cot oonctitubo d e, 

ou comprend, de I'albumine reticulee avec un polymere reactif. 

14. Mousse adhesive selon I'une quelconque des revendications 1 
10 a 3, caracterisee en ce que la matrice adhesive est constituee de, ou 

comprend, une colle de fibrine. 

15. Mousse adhesive selon I'une quelconque des revendications 1 
a 14, caracterisee en ce que le gaz est choisi parmi Fair, I'azote, I'oxygene 

15 et le gaz carbonique ou le melange d'un ou plusieurs de ces gaz, de 
preference parmi I'air, le dioxyde de carbone et I'azote, I'air etant tout 
particulierement prefere. 

16. Mousse adhesive selon I'une quelconque des revendications 1 
20 a 15, caracterisee en ce que le volume de gaz represente 25 a 90 % du 

volume total de la mousse, de preference 40 a 75 %. 

17. Mousse adhesive selon I'une quelconque des revendications 1 
a 16, caracterisee en ce que la mousse contient une ou plusieurs 

25 substances biologiquement actives. 

18. Mousse adhesive selon I'une quelconque des revendications 1 
a ' I /, ca r acUSMs6b mi m qu'd l e eat i nt i mcmont li Ow a un fi l m rnl l an/ninnfi-- 




19. Procede pour I'obtention d'une mousse adhesive fluide, 
biocompatible, bioresorbable et non toxique, a usage chirurgical et/ou 
therapeutique, notamment pour la protection de plaies et pour la liaison de 
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tissus biologiques entre eux ou a un biomateriau implante, caracterise en 
ce qu'il comprend le fait de melanger extemporanement, de maniere 
homogene, un gaz ou un melange de gaz biocompatibles et non toxiques 
avec un materiau de matrice adhesive biocompatible, bioresorbable et non 
5 toxique, ou un des constituants de base d'un tel materiau solubilise en 
milieu aqueux. 

20. Precede selon la revendication 19, caracterise en ce qu'il 
comprend le melange extemporane d'un compose proteique 

io polymerisable/reticulable et potentiellement adhesif solubilise en milieu 
aqueux a un agent de polymerisation/reticulation. 

21. Precede selon I'une quelconque des revendications 19 et 20, 
caracterise en ce que le compose proteique est tel que defini selon Tune 

15 quelconque des revendications 3 a 6. 

22. Precede selon la revendication 21, caracterise en ce que le 
compose proteique consiste en, ou comprend, du collagene natif sous 
forme de solution aqueuse a une concentration comprise entre 1 et 5 %, 

20 de preference 2,5 et 4 % en poids. 

23. Precede selon la revendication 21, caracterise en ce que le 
compose proteique consiste en, ou comprend, du collagene chauffe 
solubilise en milieu aqueux a une concentration comprise entre 4 et 20 %, 

25 de preference entre 5 et 1 8 % en poids. 

24. Precede selon I'une quelconque des revendications 19 a 21, 
caracterise en ce que le compbse pmUS l qua lunula m. ou mrnpnmd, J» = 
I'albumine, solubilisee en milieu aqueux a une concentration comprise 

30 entre 20 et 50 %, de pr6ference 40 a 50 %. 




25. Precede selon I'une quelconque des revendications 19 a 24, 
caracterise en ce que I'agent de polymerisation/reticulation est un 
polymere reactif tel que defini selon I'une quelconque des revendications 7 
a 10. 

5 

26. Precede selon la revendication 25, caracterise en ce que i ageni 
de polymerisation/reticulation est un polyaidehyde macromoleculaire 
solubilise en milieu aqueux a une concentration comprise entre 0,5 et 10% 
en poids, de preference entre 1 et 3% en poids. 

10 

27. Precede selon I'une quelconque des revendications 19 a 23 et 
25 a 26, caracterise en ce que le compose proteique consiste en, ou 
comprend, du collagene natif ou du collagene chauffe et I'agent de 
polymerisation/reticulation est I'amidon oxyde. 

15 

28. Precede selon I'une quelconque des revendications 19 a 21, 23 
et 26 a 28, caracterise en ce que la proportion de polyaidehyde 
macromoleculaire au collagene chauffe est de 1/10 a 1/160, de preference 
de 1/15 a 1/50, la temperature de melange etant comprise entre 35°C et 

20 41 °C. 

29. Precede selon I'une quelconque des revendications 19 a 22 et 
25 a 27, caracterise en ce que la proportion de polyaidehyde 
macromoleculaire au collagene natif est comprise entre 1/10 a 1/50, de 

25 preference 1/10 a 1/30 et la temperature de melange est comprise entre 
18°C et37°C. 



30. Precede selon I'une quelconque aes revenaicdtloris" 1 9 &-2tr 
caracterise en ce qu'il comprend le fait de melanger en solution aqueuse 
30 du fibrinogene avec de la thrombine. 



% 
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31. Procede selon I'une quelconque des revendications 19 a 30, 
caracterise en ce que le gaz est choisi parmi fair, r azote. I'oxygene et le 
gaz carbonique ou le melange d'un ou plusieurs de ces gaz, de 
preference parmi I'air, le dioxyde de carbone et I'azote, I'air etant tout 

5 particulierement prefere. 

32. Procede selon I'une quelconque des revendications 19 a 30, 
caracterise en ce que le gaz est associe a run ou plusieurs des 
constituants pour la matrice adhesive. 
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33. Procede selon I'une quelconque des revendications 19 a 32, 
caracterise en ce que le gaz est associe a un vehicule, biocompatible et 
non toxique. de preference forme d'un compose proteique selon la 
revendication 21. 

34. Procede selon I'une quelconque des revendications 19 a 33, 
caracterise en ce que le gaz est fourni a I'aide de I'agent de 
polymerisation/reticulation et/ou du vehicule sous forme pulverulente ou 
lyophilisee. 

35. Procede selon I'une quelconque des revendications 19 a 34, 
caracterise en ce que le volume de gaz introduit represente 25 a 90 % du 
volume total de la mousse adhesive, de preference 40 a 75 %. 

36. Procede selon I'une quelconque des revendications 19 a 35, 
caracterise en ce qu'il comprend le fait d'introduire dans le materiau de 
matrice adhesive une ou plusieurs substances biologiguement actives. 



37. Procede selon la revendication 36, caracterise en ce que la 
so matrice biologiquement active est associee a un vehicule, biocompatible 
et non toxique, qui est eventuellement le vehicule pour le gaz ou le 
melange de gaz. 
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38. Proc6de selon Tune quelconque des revendications 19 a 37, 
caracterise en ce que la mousse adhesive est obtenue par transfert en va- 
et-vient du melange entre deux seringues. 

5 

39. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 38, 
caracterise en ce que le gaz est introduit dans le materiau de matrice 
adhesive (matrice en cours de formation). 

io 40. Proced6 selon Tune quelconque des revendications 19 § 38, 

caracteris6 en ce que le gaz est introduit au moment du melange des 
constituants pour la formation de la matrice adhesive. 

41. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 3 40, 
is caracteris6 en ce que le gaz est melang6 avec le materiau de matrice 

adhesive pour donner une temperature comprise entre 18°C et 41 °C. 

42. Kit pour la preparation d'une mousse adhesive fluide 
biocompatible, bioresorbable et non toxique, a usage chirurgical et/ou 

20 therapeutique, notamment pour la protection de plaies et la liaison de 
tissus biologiques entre eux ou un biomateriau implante, caract6ris6 en ce 
qu'il comprend des composants pour former une matrice adhesive 
biocompatible, bioresorbable et non toxique, un gaz ou un melange de 
gaz biocompatibles et non toxiques, et des moyens pour m6langer 

25 extemporanement ledit gaz ou melange de gaz avec lesdits constituants 
pour former la matrice adhesive, le ou les constituants de base 6tant 
solubilis6s en milieu aqueux. 

43. Kit selon la revendication 42, caracterise en ce qu'il comprend : 
30 - un compose proteique polymerisable/reticulable, potentiellement adh6sif, 

solubilis§ en milieu aqueux, 

- un agent de polymerisation/reticulation, 
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- un gaz ou un melange de gaz, 

- des moyens pour melanger extemporanement ledit gaz ou melange de 
gaz avec le compose proteique en solution aqueuse et I'agent de 
polymerisation/reticulation. 

44. Kit selon I'une quelconque des revendications 42 et 43, 
caracterise en ce que le compose proteique, I'agent de 
polymerisation/reticulation et le gaz sont tels que definis selon I'une 
quelconque des revendications 21 a 31. 



45. Kit selon I'une quelconque des revendications 42 a 48, 
caracterise en ce qu'il se presente sous la forme de deux seringues 
equipees de moyens de melange dont I'une des seringues contient le 
compose proteique en solution aqueuse et I'autre contient I'agent de 

15 polymerisation/reticulation. 

46. Kit selon I'une quelconque des revendications 42 a 45, 
caracterise en ce que le gaz est associe au compose proteique et/ou a 
I'agent de polymerisation/reticulation. 



47. Kit selon I'une quelconque des revendications 42 a 46, 
caracterise en ce que le gaz est associe a un vehicule biocompatible et 
non toxique, de preference forme d'un compose proteique selon la 
revendication 21 . 

48. Kit selon I'une quelconque des revendications 42 a 47, 
caracterise en ce qu'il comprend une troisieme seringue contenant le gaz 
eventuellement associe a un vehicule. 



30 



49. Kit selon la revendication 48, caracterise en ce que le vehicule 
contient en outre une ou plusieurs substances biologiquement actives. 




45 

50. Kit selon Tune quelconque des revenclications 42 a 49, 
caracteris6 en ce que 1'agent de polymerisation/reticulation et/ou le 
v6hicule est sous forme lyophilisee. 




feuffle rectified 
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25. Proceed selon Tune quelconque des revendications 19 a 24, 
caracterise en ce que I'agent de polymerisation/reticulation est un 
polymere reactif tel que defini selon I'une quelconque des revendications 7 
a 10. 

7fi Pmrtri* RPlnn la rAV/Pn Hiratinn 95. rarart^rise fin ce Que I'aaent 

de polymerisation/reticulation est un polyaldehyde macromoleculaire 
solubilise en milieu aqueux a une concentration comprise entre 0,5 et 10% 
en poids, de preference entre 1 et 3% en poids. 

27. Precede selon I'une quelconque des revendications 19 a 23 et 
25 a 26, caracterise en ce que le compose proteique consiste en, ou 
comprend, du collagene natif ou du collagene chauffe et I'agent de 
polymerisation/reticulation est I'amidon oxyde. 

28. Precede selon I'une quelconque des revendications 19 a 21, 23 
et 26, 27, caracterise en ce que la proportion de polyaldehyde 
macromoleculaire au collagene chauffe est de 1/10 a 1/160, de preference 
de 1/15 a 1/50, la temperature de melange etant comprise entre 35°C et 
41°C. 

29. Precede selon I'une quelconque des revendications 19 a 22 et 
25 a 27, caracterise en ce que la proportion de polyaldehyde 
macromoleculaire au collagene natif est comprise entre 1/10 a 1/50, de 
preference 1/10 a 1/30 et la temperature de melange est comprise entre 
18°C et37°C. 
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30. Precede se l on I 'une quelconque d es r e vendic a tion s 19 a ?lr 
caracterise en ce qu'il comprend le fait de melanger en solution aqueuse 
du fibrinogene avec de la thrombine. 
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REVENDICATIONS 



Documents rocu 

Non examines par 
I'l. N.P.I. 



1. Mousse proteique adhesive fluide biocompatible, bioresorbable 
et non toxique, a usage chirurgical et/ou therapeutique, notamment pour la 
5 protection de plaies et pour la liaison de tissus biologiques entre eux ou a 

un biomatftrfa i l i mplianta , r-anartoriraa an ro qn'ollo mmpr^n^j ung matrice 

proteique fluide adhesive biocompatible, bioresorbable et non toxique 
renfermant un gaz ou un melange de gaz biocompatibles et non toxiques. 

io 2. Mousse adhesive selon la revendication 1, caracterisee en ce 

que la matrice proteique adhesive est constituee de, ou comprend, un 
compose proteique au moins partiellement polymerise/reticule, qui est non 
toxique, biocompatible et biodegradable et qui possede des proprietes 
adhesives, ledit compose proteique etant eventuellement chimiquement 

15 modifie. 

3. Mousse adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 et 

2, caracterisee en ce que le compose proteique est constitue de, ou 
comprend, une proteine ou un melange de proteines choisies parmi le 

20 collagene, la gelatine, I'albumine, I'elastine et le fibrinogene, de preference 
parmi le collagene et I'albumine. 

4. Mousse adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 a 

3, caracterisee en ce que le compose proteique est constitue de, ou 
25 comprend, du collagene. 

5. Mousse adhesive selon la revendication 4, caracterisee en ce le 
compose proteique? est constitue de. ou comprend. d u co l l a a6nn xvtiii- 




eventuellement chimiquement modifie, notamment par methylation, 
30 succinylation. 
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Documents rocus 
Non examines par 

n.N.p.i. 



6. Mousse adhesive selon la revendication 4, caracterisee en ce 
que le compose proteique est constitue de, ou comprend, du collagene 
chauffe. 



5 7. Mousse adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 a 

r rarartPricPP r.f> qua Ip mmpn sA prnteiaue est reticule avec un 
polymere reactif de poids moleculaire superieur a 1000, de preference 
choisi parmi les polyaldehydes macromoleculaires et les polymeres 
electrophiles. 

10 

8. Mousse adhesive selon la revendication 7, caracterisee en ce 
que le polyaldehyde macromoleculaire est choisi parmi les 
polysaccharides ou mucopolysaccharides oxydes, de preference parmi 
I'amidon, le dextrane, I'agarose, la cellulose, la chitine, le chitosane, 
15 I'acide alginique, les glycosaminoglycanes, I'acide hyaluronique et la 
chondroTtine sulfate, et leurs derives ou leurs melanges, plus 
preferentiellement parmi I'amidon et le dextrane. 



9. Mousse adhesive selon la revendication 8, caracterisee en ce 
20 que le polyaldehyde macromoleculaire comprend I'amidon oxyde. 

10. Mousse adhesive selon la revendication 7, caracterisee en ce 
que le polymere electrophile est choisi parmi les derives de poly(ethylene) 
glycol (PEG), les poly(oxyethylene), les poly(methylene glycol), les 

25 poly(trimethylene glycol), les poly(vinylpyrrolidone), les derives du PEG 
etant les plus preferes. 



11 Mnnggg aHh6sivft selon Tune niiftlconntie des revendicationsJL 
a 9, caracterisee en ce que la matrice proteique adhesive est constitute 
30 de, ou comprend, du collagene chauffe reticule avec de I'amidon oxyde. 



Docurnenls.. re<;us 
Non e>annnos par 

n.N.p.i. 




39 



12. Mousse adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 
a 3 et 7 a 9, caracteriste en ce que la matrice adhesive est constitute de, 
ou comprend, de I'albumine rtticulee avec de Tamidon oxyde. 

5 13. Mousse adhtsive selon Tune quelconque des revendications 1 

a 3 , 7 et 12, caracterisee en ce que la matrice adhesive est constitute de, 
ou comprend, de I'albumine rtticulte avec un polymere reactif. 



14. Mousse adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 




10 a 3, caracteriste en ce que la matrice adhesive est constitute de, ou 
comprend, une colle de fibrine. 

15. Mousse adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 
& 14, caracterisee en ce que le gaz est choisi parmi I'air, r azote, I'oxygene 

15 et le gaz carbonique ou le m&lange d'un ou plusieurs de ces gaz, de 
prtftrence parmi Fair, le dioxyde de carbone et r azote, I'air etant tout 
particulierement prtftrt. 

16. Mousse adhtsive selon Tune quelconque des revendications 1 
20 a 15, caracterisee en ce que le volume de gaz represente 25 a 90 % du 

volume total de la mousse, de preference 40 a 75 %. 

17. Mousse adhesive selon Tune quelconque des revendications 1 
a 16, caracterisee en ce que la mousse contient une ou plusieurs 

25 substances biologiquement actives. 

18. Mousse adhesive selon I'une quelconque des revendications 1 

a 17, caracterisee en ce qu'elle est intimement liee a un film collagtnique. 

30 19. Procede pour Tobtention d'une mousse proteique adhesive 

fluide, biocompatible, bioresorbable et non toxique, a usage chirurgical 
et/ou therapeutique, notamment pour la protection de plaies et pour la 
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Documents 

n.N.p.i. 



rccus 



par 



liaison de tissus biologiques entre eux ou a un biomateriau implante, 
caracterise en ce qu'il comprend le fait de melanger extemporan6ment, de 
maniere homogene, un compose proteique polymerisable/r6ticulable et 
potentiellement adh6sif a un agent de polymerisation/r6ticulation pour 
5 former un materiau fluide de matrice proteique adhesive biocompatible, 
hinmso rhahig fit non toxigue et un aaz ou un melange de gaz 
biocompatibles et non toxiques avec ce materiau fluide de matrice 
proteique adhesive, ou avec un des constituants de base d'un tel mat6riau 
solubilise en milieu aqueux. 

:o 

20. Proced6 selon la revendication 19, caract6ris6 en ce que le 
compose proteique est tel que d6fini selon Tune quelconque des 
revendications 3 a 6. 



21. Precede selon la revendication 20, caract6ris6 en ce que le 
compos6 prot6ique consiste en, ou comprend, du collag^ne natif sous 
forme de solution aqueuse a une concentration comprise entre 1 et 5 %, 
de preference 2,5 et 4 % en poids. 

22. Proc6de selon la revendication 20, caracteris6 en ce que le 
compose proteique consiste en, ou comprend, du collagene chauffe 
solubilise en milieu aqueux a une concentration comprise entre 4 et 20 %, 
de preference entre 5 et 18 % en poids. 

23. Proced6 selon Tune quelconque des revendications 19 et 20, 
caracterise en ce que le compose proteique consiste en, ou comprend, de 
I'albumine, solubilisee en milieu aqueux & une concentration comprise 
,entreJ20-et fin %, fte praferenrg 40 a 50 % . 



24. Proced6 selon Tune quelconque des revendications 19 a 23, 
caracterise en ce que I'agent de polymerisation/reticulation est un 
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Non e>armnos par 
H.N.P.I. 



polym^re reactif tel que defini selon Tune quelconque des revendications 7 
a 10. 



25. Procede selon la revendication 24, caracterise en ce que I 1 agent 
5 de polymerisation/reticulation est un polyaldehyde macromol6culaire 

SOlllhili.se m miliftll anueux a nnfi mnr.Pntratinn nnmprteft gntre O S **t 10% 

en poids, de preference entre 1 et 3% en poids. 

26. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 22 et 
10 24 et 25, caracterise en ce que le compose proteique consiste en, ou 

comprend, du collagene natif ou du collagene chauffe et I'agent de 
polymerisation/reticulation est I'amidon oxyd£. 



27. Procede selon Tune quelconque des revendications 19, 20, 22, 
15 25 et 26, caracterise en ce que la proportion de polyaldehyde 
macromoleculaire au collagene chauffe est de 1/10 a 1/160, de preference 
de 1/15 a 1/50, la temperature de melange etant comprise entre 35°C et 
41°C. 

20 28. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 21 et 

24 a 26, caracterise en ce que la proportion de polyaldehyde 
macromoleculaire au collagene natif est comprise entre 1/10 a 1/50, de 
preference 1/10 a 1/30 et la temperature de melange est comprise entre 
18°C et 37°C. 

25 

29. Proc6d£ selon Tune quelconque des revendications 19 et 20, 
caracterise en ce qu'il comprend le fait de melanger en solution aqueuse 
du fibrinogene avec de la thrombins 



30 30. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 £ 29, 

caracterise en ce que le gaz est choisi parmi I'air, I' azote, I'oxygene et le 
gaz carbonique ou le melange d'un ou plusieurs de ces gaz, de 




Dccur nen Is recus 
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15 



20 



preference parmi 1'air, le dioxyde de carbone et r azote, Tair 6tant tout 
particulierement pr6f6r§. 

31. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 29, 
caracterise en ce que le gaz est associe a Tun ou plusieurs des 
constituants pour la matrice adhesive. 



32. Proced6 selon Tune quelconque des revendications 19 d 31, 
caracterise en ce que le gaz est associe a un vehicule, biocompatible et 
non toxique, de preference form6 d'un compos6 proteique selon la 
revendication 21. 

33. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 32, 
caracteris6 en ce que le gaz est fourni a Taide de Tagent de 
polymerisation/reticulation et/ou du v6hicule sous forme pulverulente ou 
lyophilisee. 

34. Proc6de selon Tune quelconque des revendications 19 a 33, 
caracterise en ce que le volume de gaz introduit repr6sente 25 a 90 % du 
volume total de la mousse adhesive, de preference 40 a 75 %. 

35. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 34, 
caracterise en ce qu'il comprend le fait d'introduire dans le materiau de 
matrice adhesive une ou plusieurs substances biologiquement actives. 

36. Proc6de selon la revendication 35, caracterise en ce que la 
matrice biologiquement active est associee a un vehicule, biocompatible 
et non toxique, qui est eventuellement le vehicule pour le gaz ou le 



melange de gaz. 
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37. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 36, 
caracterise en ce que la mousse adhesive est obtenue par transfert en va- 
et-vient du melange entre deux seringues. 

5 38. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 37, 

caracterise en ce que le gaz est introduit dans le materiau de matrice 
adhesive (matrice en cours de formation). 

39. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 a 37, 
10 caracterise en ce que le gaz est introduit au moment du melange des 
constituants pour la formation de la matrice adhesive. 



40. Procede selon Tune quelconque des revendications 19 d 39, 
caracterise en ce que le gaz est melange avec le materiau de matrice 

15 adhesive pour donner une temperature comprise entre 18°C et 41 °C. 

41. Kit pour la preparation d'une mousse proteique adh6sive fluide 
biocompatible, bioresorbable et non toxique, a usage chirurgical et/ou 
therapeutique, notamment pour la protection de plaies et la liaison de 

20 tissus biologiques entre eux ou un biomateriau implante, caracteris6 en ce 
qu'il comprend un compose proteique polymerisable/reticulable, 
potentiellement adhesif, solubilise en milieu aqueux, et un agent de 
polymerisation/reticulation, pour former une matrice prot6ique adhesive 
fluide biocompatible, bioresorbable et non toxique, un gaz ou un melange 

25 de gaz biocompatibles et non toxiques, et des moyens pour melanger 
extemporanement les constituants pour former la matrice prot6ique 
adh6sive, sous forme solubilisee en milieu aqueux avec ledit gaz ou 
melange de gaz. 



30 42. Kit selon la revendication 41, caracterise en ce que le compose 

proteique, I'agent de polymerisation/r6ticulation et le gaz sont tels que 
definis selon Tune quelconque des revendications 20 3 30. 
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43. Kit selon Tune quelconque des revendications 41 et 42, 
caracteris6 en ce qu'il se presente sous la forme de deux seringues 
6quipees de moyens de melange dont Tune des seringues contient le 
compose proteique en solution aqueuse et I'autre contient I'agent de 
polvmerisation/r6ticulation. 

44. Kit selon Tune quelconque des revendications 41 a 43, 
caracterise en ce que le gaz est associe au compose proteique et/ou & 
I'agent de polym6risation/r6ticulation. 

45. Kit selon Tune quelconque des revendications 41 a 44, 
caracterise en ce que le gaz est associe a un vehicule biocompatible et 
non toxique, de preference forme d'un compost proteique selon la 
revendication 21. 

46. Kit selon Tune quelconque des revendications 41 a 45, 
caracterise en ce qu'il cornprend une troisidme seringue contenant le gaz 
eventuellement associe a un vehicule. 

47. Kit selon la revendication 46, caracterise en ce que le vehicule 
contient en outre une ou plusieurs substances biologiquement actives. 
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48. Kit selon Tune quelconque des revendications 41 a 47, 
caracterise en ce que I'agent de polymerisation/reticulation et/ou le 
vehicule est sous forme lyophilisee. 



